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Abstract 
肺血管内皮細胞の障害は肺血管の機能維持に悪影響を及ぼし、慢性血栓塞栓性肺高血圧症
（CTEPH）において血栓溶解の遅延や肺血管リモデリングを起こす。 
血管内皮前駆細胞(EPCs)は骨髄から血管障害部位に誘導され、修復や血管新生に関わるとされ
るが、CTEPH における EPCs の役割、特に可溶性グアニル酸シクラーゼ(sGC)刺激下において
の EPCs の機能は明らかではない。従って我々は sGC 刺激薬であるリオシグアトが EPCs の数
と機能に影響を及ぼしているか調べることを目的とした。 
CTEPH 患者のうち抗凝固療法以外の治療未導入の者 16 名（Naïve 群）とリオシグアト内服
中の患者 14 名（Riociguat 群）の合計 30 名を対象とした。Riociguat 群の末梢血中の EPCs 数
は Naïve 群と比較し有意に高値であった。また、血管新生に関連する遺伝子も Riociguat 群は
Naïve 群と比較し有意に高発現していた。さらにヒト肺微小血管内皮細胞(hPMVECs)を EPCs
で刺激すると、Riociguat 群で刺激した hPMVECs は Naïve群で刺激したものに比べ、脈管形成
能も遊走能も有意に亢進していた。さらに、これらの機能は sGC 刺激薬の一つである BAY41-
2272で刺激した hPMVECs よりも勝っていた。 
以上より、CTEPHにおいてリオシグアトは EPCs を通じ内皮細胞の機能を高めることで病態
に対し、保護的に働く可能性がある。 
 
Introduction 
 慢性血栓塞栓性肺高血圧症（CTEPH）は進行性の希少疾患で、肺動脈を閉塞する器質化血栓
と肺動脈性肺高血圧症（PAH）と同様の末梢肺動脈の small vessel disease を特徴とする[1] [2]。 
内科的治療としては血管拡張薬が主体であるが、肺末梢動脈のリモデリング抑制も重要な治療
標的となりうる。したがって CTEPH における肺血管内皮機能は重要な研究課題の一つである。
血管内皮前駆細胞(EPCs)は骨髄から障害血管部位に誘導され内皮の修復や血管新生に関与する
とされるが[3]、病的状態においては血管リモデリングに関与するとの報告もある[4] [5]。PAHに
おいて末梢血液中 EPCs が肺血管拡張薬による治療後に増加したとの報告があるが[4] [6]、その
機能や治療効果については PAH においても CTEPH においても明らかになっていない。一方肺
血管拡張薬の中ではホスホジエステラーゼ 5 インヒビター (PDE5i), 可溶性グアニル酸シクラ
ーゼ (sGC)刺激薬、エンドセリン受容体拮抗薬 (ERA)において内皮機能改善効果 [7]や血管リ
モデリングの予防効果が報告されている[8]。以上より sGC刺激薬であるリオシグアトも循環血
液中 EPCs の数と内皮機能を改善し、ひいては血管リモデリング抑制作用をもつ可能性が考え
られる。 
 
Methods  
Patient characteristics 
CTEPH患者のうち抗凝固療法以外の治療未導入の者 16名（Naïve群）とリオシグアト内服中
の患者 14 名（Riociguat 群）の合計 30 名を対象とした。EPCs の数と機能に影響があると考え
られる肺動脈血栓内膜摘除術（PEA）後、バルーン肺血管拡張術（BPA）後、左心不全の既往、
虚血性心疾患の既往、慢性腎臓病、糖尿病、脂質異常症でスタチンを内服している者は除外した。
すべての患者より書面でインフォームドコンセントを取得した。 (June 21, 2009; approval 
number 826). 
Flow Cytometric Detection of “Circulating EPCs” 
循環血液中の EPCs は CD34+/CD133+ /CD309+ と定義し、フローサイトメトリー法でカウン
トした[4] 。 
Isolation of EPCs and conditioned medium of EPCs (EPCs-CM) from peripheral blood 
mononuclear cells for functional analysis 
EPCs の抽出と EPC の conditioned medium(EPC-CM)の抽出は既報に従い、単核球を培養す
ることで抽出した [9]。 
Isolated “EPCs stimulated by BAY41-2272” 
BAY41-2272 を sGC 刺激薬として用い、Naive 群の単核球を培養する際、BAY41-2272 を途
中で加えることで刺激した。 
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Tube-formation assay・Wound healing assay 
ヒト肺血管微小内皮細胞(hPMVECs) を各群 EPCs および EPCs-CMで刺激し評価した。 
さらに、sGC 刺激薬の In vitro における EPCs への直接作用を評価するため、BAY41-2272 で
刺激した EPCs でも hPMVECs を刺激した。また、sGC 刺激薬の hPMVECSに対する直接作用
を比較するため、BAY41-2272で hPMVECs を刺激した。 
Cell proliferation assay 
EPCs-CMで培養した hPMVECs の数は CCK-8 solution を用い行った。 
Quantitative PCR Analysis 
EPCs ないし hPMVECs の RNA レベルは 2-ΔΔCt 法を用いた。 
 
Results 
Subjects 
Naïve 群と Riociguat 群のベースラインは性別、年齢、血行動態、運動耐用能等において有意
な差は認めなかった。 
The number of circulating EPCs 
 循環血液中の EPCs(CD34+/CD133+/CD309+ cells)は Riociguat 群は Naive 群と比較し有意に
高値だった。Naïve群の EPCs と血行動態その他のパラメーターに相関は認めなかった。 
Gene expression levels of EPCs’ inducers in hPMVECs 
sGC 刺激薬である BAY41-2272 で hPMVECs を刺激すると EPCs 誘導因子である ICAM1 と
KITLG [10] [11]の遺伝子発現が有意に上昇した。 
Gene expression in EPCs 
EPCs における血管新生に関する PCR-array を施行したところ、84 種類中 26 もの遺伝子で
Riociguat群の EPCsは Naive群より有意に高発現していた。しかし Naive群 EPCsが Riociguat
群 EPCs より有意に高発現している遺伝子はひとつもなかった。 
Characteristics of hPMVECs stimulated by EPCs  
Gene expression 
EPCs-CMで培養した hPMVECsのRNA レベルを調べたところ、Naïve群ではVWF、 CD34,、
COL1A2の過剰発現が見られたのに対し、Riociguat 群ではほぼ通常の hPMVECs と同レベルで
あった。. 
Tube formation 
Riociguat群では Naïve群と比較し有意に tube formationが亢進していた。  
Cell migration and proliferation 
Riociguat 群の EPCs-CM で刺激した hPMVECs の遊走能は Naive 群と比較し有意に亢進して
いたが、細胞数においては両者に差はなかった。 
Naïve group’s EPCs incubated directly by BAY41-2272 
Naïve群 EPCs を BAY41-2272で刺激し、その EPCs を用い hPMVECSを刺激した。 
Gene expression 
Riociguat 群で有意な上昇が認められた血管新生に関する遺伝子は、BAY41-2272 による刺激
で有意な上昇は認めなかった。 
Tube formation of hPMVECs co-cultured with BAY41-2272-stimulated EPCs 
BAY41-2272 で刺激した EPCs と hPMVECs を共培養しても、脈管形成の亢進は認めなかっ
た。 
Comparison of direct and indirect effects of BAY41-2272 or riociguat on hPMVEC function  
BAY41-2272 で直接刺激した hPMVECs は脈管形成能が亢進するとの既報があり  [7]、
Riociguat群 EPCs-CMによる刺激と比較した。すると Riociguat群 EPCs-CM による hPMVECs
の刺激が、脈管形成および遊走能いずれにおいても BAY41-2272の直接刺激より勝った。 
Discussion 
本研究で、リオシグアトは、CTEPH患者の EPCs を通じ内皮機能が高まること、そして、sGC
刺激薬の直接作用より EPCs を介した作用がより勝っていたことを示した。 
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また、Riociguat群のEPCsはPCR-arrayにおいて血管新生に関する遺伝子を高発現していた。
CTEPH における不十分な血管新生はリモデリングに関与し[12]、予後不良因子であるとの報告
がある[13] [14]。このように血管新生は CTEPHにおける重要な病態生理である。 
Riociguat群 EPCs-CMで刺激した hPMVECsの遺伝子は正常 hPMVECsとほぼ同レベルであ
ったのに対し、Naïve 群 EPCs-CM で刺激した hPMVECs で CD34、 COL1A2、 VWF の異常
高発現が認められた。このことは Naïve群 EPCsの機能不全を表している可能性がある。BAY41-
2272で直接刺激した Naïve群 EPCs は hPMVECs の機能改善をもたらさなかったことから、リ
オシグアトの EPCs に対する効果は生体内の代謝作用によりもたらされている可能性がある。 
本研究ではまたリオシグアトによる治療で末梢血中の EPCs 数が上昇する可能性を示した。
そして sGC刺激薬である BAY41-2272で刺激した hPMVECs において、EPCs 誘導因子である
ICAM と KITLG の RNAレベルが上昇していることを示した。このことは sGC刺激薬による治
療が内皮細胞に EPCs 誘導因子を発現させ、骨髄から EPCs を誘導し末梢血中の EPCSs を増加
させている説明になりうる。 
結論として、リオシグアトによる治療は CTEPHの EPCs を通じ内皮機能を高め、末梢血管の
リモデリングを防ぐ可能性が考えられる。この作用は PEAの適応外となっている末梢型 CTEPH
や PEA後残存肺高血圧を呈する患者に特に有用である可能性がある。 
Limitations 
健常人コントロールを置いていないこと、 in vitro assay で用いた sGC刺激薬は BAY41-2272
でリオシグアト (BAY63-2521)ではないことがあげられる。というのも BAY63-2521 は実験時
実験用試薬として市場になかったからである。また、なぜリオシグアト内服により EPCs の機能
が高まるかについても明らかにできていない。そして組織常在の EPCs についても検討はして
いない。よってさらなる検討が必要である。しかしながら本研究は CTEPH 患者の EPC 機能つ
いて検討した初めての研究である。 
Conclusion  
リオシグアトによる治療は CTEPHの EPCs を通じ血管内皮機能を高め、末梢血管のリモデリ
ングを防ぐ可能性が考えられる。 
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